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南极中山站排污口土壤中微生物群落的 DGGE分析 3
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摘　要 　以南极中山站排污口土壤为研究对象 ,提取样品中微生物宏基因组 DNA,用变性梯度凝胶电泳 (DGGE)对宏
基因组 DNA中的 16S rRNA基因 V3可变区进行分析 ,测定了 31个不同条带所代表的序列. 比较结果显示 ,排污口土
壤样品与相同生境对照样品中的微生物类群组成均以 CFB (Cytophaga - Flexibacteria - Bacteroides)类群和γ2变形菌纲
(γ2Proteobacteria)为主 ,另外还有少量的α2, β2, δ2变形菌纲 ,和一些原核的藻类和革兰氏阳性细菌 ( G+ ). 但在排污口
土壤样品中检出了传染性微生物毛球菌属 ( Trichococcus)和狡诈菌属 (D olosigranulum ) ,以及丰富的小球藻 ( Ch lorella) ,
说明污水的排放已经对该地微生物群落造成明显的影响. 图 2表 2参 18
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Abstract　The study of Antarctic m icrobial ecology p lays a key role in the understanding of the human2caused impacts on Ant2
arctic environment. In this study, an investigation was conducted on the m icrobial community in the sewage contam inated soil
in the Zhongshan Station, Antarctic. Metagenome DNA was directly extracted and purified from the samp les. Denaturing gradi2
ent gel electrophoresis (DGGE) was used to analyze the V3 region of 16S rRNA gene. A total of 31 bands were separated from
denaturing gradient gel and sequenced. The results of sequence comparison showed that the m icrobial community in both sew2
age contam inated soil and normal soil samp les were all mainly consisted of CFB group andγ2p roteobacteria, as well as other
m inor m icroorganism s includingα2, β2, δ2p roteobacteria, algae and low G + C Gram positive ( G+ ) bacteria. However, the
enriched Chlorella and the existed infective pathogens ( Trichococcus pasteurii and D olosigranu lum pigrum ) in the sewage con2
tam inated soil obviously indicated that sewage discharge had already affected the m icrobial community in this area. Fig 2, Tab
2, Ref 18
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展 ,南极的原始生态环境也逐渐受到威胁 [ 1～4 ].




处理方法也仅仅是浸离法 [ 5 ]. 研究发现 ,经处理的污水中所带
有的微生物 ,在排放后仍可在南极海水及土壤的低温环境中保


















处地区的微生物生态 [ 7 ]. 本文利用分子生物学方法 ,直接提取
南极中山站污水处理装置出水流经的海岸土壤样品 ,通过变性






南极中山站排污口及其右侧 50 m 的土壤样品采集于
2004～2005年中国第 22次南极科学考察期间. 用经过 75%乙
醇清洁处理的 PVC塑料管在南极中山站中山海湾海岸上取
样 ,泥芯长约 20 cm,样品采集后保存于 - 20 ℃带回实验室 ,在
无菌超净台中去除表层 ,取中心泥样进行下一步实验. 两份土
壤样品均随深度的增加逐渐变浅 ,排污口土壤颜色相较于右侧





技术加以改进 [ 8 ]. 各土壤样品经 10 000 ×g离心后吸去上层水
分 ,各取 2 g样品进行总 DNA提取. 在样品中加入 5 mL DNA
抽提缓冲液 [ 100 mmol/L Tris2HCl ( pH 810 ) , 100 mmol/L
Na2 EDTA (pH 810) , 100 mmol/L Na3 PO4 缓冲液 ( pH 810) ,
115 mol/L NaCl, 1% CTAB ]和蛋白酶 K (终浓度 200 g/mL ) ,
混合均匀 ,于摇床中水平振荡 (37 ℃, 225 r/m in)约 30 m in后 ,
加入 1 mL TE和溶菌酶 (终浓度 1 mg/mL) ,继续振荡 30 m in,
再加入 015 mL 20% (w /V ) SDS,经 65 ℃水浴 30 m in后加入
2%酸洗的 PVPP ( Polyvinylpolypyrrolidone) , 6 000 ×g离心 10
m in,将上清液移入新的离心管. 将沉淀重复抽提 2次 ,步骤为 :
往沉淀中加入 DNA抽提缓冲液及 20% (w /V ) SDS, 65 ℃水
浴 10 m in, 6 000 ×g离心 10 m in.收集 3次抽提的上清液于同
一离心管中 , 加入 RNase A (终浓度 200μg/mL ) ,在 37 ℃下
作用 15 m in,加入等体积酚 /氯仿 /异戊醇 (25∶24∶1, V /V /V )溶
液轻轻混匀 , 15 000 ×g离心 15 m in,将上层水相移入新的离
心管 ,加入 0. 6倍体积异丙醇 ,于 - 20 ℃中沉淀 1 h. 在 4,
12 000 ×g条件下离心 10 m in,弃上清 ,沉淀用 70%乙醇洗两
次 ,溶解于 50 mL TE溶液 ,所得溶液即为 DNA粗提液 ,于 - 20
℃保存 .在粗提 DNA溶液中加入 200 mL DNA纯化树脂 ,充分
混匀 ,室温放置 20 m in后 ,转移到微型吸附柱中 , 2 000 ×g低
速离心 5 m in,用洗涤液清洗两次 ,换一干净的离心管后再用
80%乙醇清洗两次 ,每次均经 2 000 ×g离心 5 m in除去洗涤液
或乙醇 .最后再换一干净的离心管 ,加入 50 mL无菌水 , 70 ℃
水浴 5 m in, 10 000 ×g离心 5 m in,滤液即为纯化后的 DNA,于
- 20 ℃保存.
1. 3　16S rDNA基因的 DGGE分析
取中山站排污口及排污口右侧 50 m上下层共 4份土壤样
品基因组 DNA为模板 ,针对 16S rDNA基因中 V3保守区域选
择引物 341f (5π2CC TAC GGG AGG CAG CAG23π)和 534 r ( 5π2
ATT ACC GCG GCT GCT GG23π). 341f前接 GC发夹结构 ( 5π2
CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG
GGG G 23π) [ 9 ]进行 PCR基因扩增 ,扩增条件为 : 94 ℃ 1 m in,
55 ℃ 45 s, 72 ℃ 1 m in, 30个循环.
使用 B io2red公司生产的 DCode型 DGGE电泳装置对带
CG发夹的 PCR产物进行分析. 聚丙烯酰胺变性梯度胶浓度为
10% ,变性梯度为 10%到 40% ,温度 60 ℃, 1 ×TAE缓冲液中
以 30 V电压预电泳 15 m in后 180 V电泳 6 h. 完毕后用 SYBR
Green I核酸染色液 (1∶10000稀释度 , Cambrex B io Science)染
色 20 m in,随即在凝胶成像分析系统 ( GIS22008, Tanon)照相
并在可见光凝胶透射仪上进行 DNA条带的切割 ,切下的 DNA
条带分别放入 EP管中 ,加入 015 mL 的去离子水冲洗 ,离心 ,
去上清. 此冲洗步骤重复 2～3次后 ,加入 50μL DDW , 4 ℃过
夜保存 ; 2 000 ×g离心 , 5 m in,取 1μL上清作为 DGGE2PCR
的模板 ,采用无发夹结构的 341f和 534 r引物进行 PCR反应 ,







DNA纯化样品经 1. 2%琼脂糖凝胶电泳分析 ,所得 DNA
片段大小均在 21 kb以上 ,各样品中 DNA片段大小基本一致 ,
通过测定 A260 nm值对纯化后的 DNA进行测定发现 ,排污口右
侧 50 m上层土壤样品所得 DNA产量最大 ,明显大于该下层 ;
莫愁湖东面湖岸 DNA提取情况与排污口右侧 50 m类似 ,上下
层 DNA产量差异显著 ,而排污口上下层土壤样品所得 DNA产
量基本无差异 (表 1) ,表明样品来源不同 , DNA产量不同.
表 1　不同样品总 DNA产量 (w /μg g- 1 , 湿重沉积物 )





1 2 3 4 5 6
1 19. 84 21. 22 53. 17 10. 20 39. 72 8. 90
2 17. 33 19. 72 65. 43 9. 47 42. 53 9. 10
3 23. 31 22. 44 58. 24 9. 65 40. 72 11. 35
平均 Mean 20. 16 21. 13 58. 95 9. 77 40. 99 9. 78
1. 排污口上层 ( < 10 cm) ; 2. 排污口下层 (10～20 cm ) ; 3. 排污口右
侧 50 m上层 ( < 10 cm) ; 4. 排污口右侧 50 m下层 (10～20 cm) ; 5. 莫
愁湖岸上层 ( < 10 cm) ; 6. 莫愁湖岸下层 (10～20 cm).
Samp le 1: Upper layer of sewage effluent ( < 10 cm ) ; Samp le 2: Nether
layer of sewage effluent (10～20 cm ) ; Samp le 3: Upper layer 50 m right
from sewage effluent ( < 10 cm ) ; Samp le 4: Nether layer 50 m right from
sewage effluent (10～20 cm) ; Samp le 5: Upper layer of the Mochou Lake
bank ( < 10 cm) ; Samp le 6: Nether layer of the Mochou Lake bank (10～
20 cm).
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2. 2　DGGE电泳结果及 16S rDNA 序列系统发育
分析
以纯化后的总 DNA为模板进行 16S rDNA片段的 PCR扩
增. 纯化后的 PCR产物用变性剂浓度为 10%到 40%的平行胶




从 DGGE分析凝胶中切割分离了所有可见条带 ,共 60条 ,
经重扩增、二次 DGGE验证、纯化、克隆等一系列步骤 ,除 14、
24号 (图 1)条带无法进行二次扩增外 ,其余均得到测序 ,经过
序列分析 ,发现迁移位置相同的条带具有同样的序列 ,最终获
得 31个序列 (图 1). 将所测定的 16S rDNA序列提交 EMBL数
据库中进行相似性比较分析 ,并采用邻接法构建系统发育树 ,
见图 4. 同源性比较和系统发育分析的结果表明 ,总体来看 ,南
极中山站排污口及其右侧 50 m处的细菌多样性比较丰富. 细
菌类群包括变形菌门的α2, β2, γ2, δ2变形菌纲 , CFB (Cytoph2
aga - Flexibacter - Bacterioides)类群 ,原核藻类等. 其中 CFB类
群和γ2变形菌纲各占 2411%和 1910% ,属优势类群.两位点上
下层土壤样品中发现的微生物组成见表 2.
图 1　中山站排污口土壤细菌 16S rRNA的 DGGE图谱 (A)及重扩增后的条带对应图 (B)
Fig. 1　DGGE p rofiles of bacterial 16S rRNA in sewage soil of the Zhongshan Station (A) and labeling pattern for
bands which were excised and reamp lified (B)
表 2　所检测细菌类群的分布情况















1 1 0 2 0 5 2 2 12
2 0 2 3 0 6 3 1 15
3 1 0 3 1 5 5 0 15
4 1 0 4 1 5 4 0 15
总计 Total 3 2 12 2 21 14 3 57
从系统发育树可以看出 ,有 8个不同的序列属于γ2变形
菌纲 ,其中 6个分属于假单胞属 ( Pseudom onas)和普罗维登氏
属 ( Providence) ,前者在各种环境中普遍存在 ,而后者属于肠杆
菌科 ( Enterobacteriaceae) ,为肠道菌. 而 12、15号独立于其他 6
个序列 ,与一株耐酸性土壤细菌 A4021具有较高的同源性 (分
别为 951625%和 981113% ) [ 10 ]. 序列 1、17属于β2变形菌纲的
水螺菌属 ,与其同源性最高的两细菌均为生长于温度较低水域
中的耐冷或嗜冷菌 [ 11 ] ,表明他们普遍分布于低温环境中. 6、
18、26号序列与分离自南极罗斯岛的 Chryseobacterium sp.
p20H相似度较高 [ 12 ] ,同源性在 95133% ～95193%之间. 其余
属于 CFB类群、α2、δ2变形菌纲以及藻类的序列 ,所代表的均
为海洋或陆地沉积物中常见物种. 此外 ,还发现了两个低 G +
C含量类群的革兰氏阳性细菌 ,分别属于毛球菌属 ( Trichococ2




最高水位. 以离排污口 50 m的土壤做为对照 ,采样位点也位于
海水潮汐最高水位之上 ,除了污水的影响以外 ,二者的生态环
境基本一致. DNA产量测定结果表明 ,作为参照的两站位 (排
污口右侧 50 m和莫愁湖东面湖岸 ) ,其土壤上下层微生物生
物量差异非常明显 ,上层约为下层的 5倍 ;而排污口土壤样品
上下层并没有显著差异 ,生物量几乎一致. 一般说来 ,水面以上
的陆地土壤 ,由于营养物质比较丰富 ,表层土壤中的微生物数
量往往比下层土壤中更加丰富 . 这样的结果表明所排放的污
水 ,由于其对土壤的浸润效应 ,至少已经在 20 cm深度范围内
对南极土壤微生物的数量造成了影响.
由实验结果我们发现 ,作为对照的排污口右侧 50 m土壤
样品相比 ,排污口土壤样品的微生物组成已经发生了较大变
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化 ,所共有的微生物数量较少. 但从总体来看 ,两上层土壤中组
成微生物的类群变化却不大 ,主要类群仍为 CFB类群和γ2变
形菌纲伴有少量的其他类群微生物 (表 2) ,表明污水的排放对
排污口土壤微生物造成了一定影响 ,但并未造成严重破坏. 中
山站污水排放造成的影响主要体现在一些肠道传染性微生物
物种的发现. 排污口上层土壤样品中检出了属于低 G + C含量
类群的革兰氏阳性菌 D olosigranulum pigrum (条带 3,图 1 )以
及 Trichococcus pastuerii (条带 5).两菌均属于厚壁菌门 ( Firm i2
cutes)乳杆菌目 (Lactobacillales)肉杆菌科 ( Carnobacteriaceae)
(图 2) ,此科的细菌多分布于鸟类和脊椎动物消化道以及哺乳
动物的尿道 [ 13 ]. 而肉杆菌科下的狡诈菌属是 1993年 Aguirre
等提议设立的一个菌属 ,该属细菌为一种潜在的感染人类的致




图 2　排污口及其右侧 50 m处上下层土壤样品微生物 16S rDNA克隆系统发育树
Fig. 2　Phylogenetic tree of 16S rDNA clones from uncontam inated and sewage contam inated sites
　　采用细菌通用的 16S rRNA基因扩增引物得到了原核藻类








酸 (如甘氨酸 )作为唯一氮源生长 [ 18 ]. 污水排放处 C、N等营
养物质丰富可能是造成这些绿球藻属种类富集的原因 ,同时使
得污水排放处其他藻类的生存受到影响.
本实验采用 DGGE方法 ,针对 16S rDNA基因中 V3保守
区域进行比较分析 ,结果发现中山站排污口样品中的微生物组
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